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RESUMO: O efeito da adição de benzoato de sódio 
sobre a fermentação alcoólica de meio de melaço 
de cana-de-açúcar com 15% de açúcares redutores 
totais foi estudado utilizando a levedura in-
dustrial Saccharomyces cerevisiae M-300-A. Fo-
ram adicionados 7,5 miligramas de benzoato de 
sódio para 0,8 gramas de levedura seca durante 
0, 2, 4 e 6 ciclos fermentativos. Com a adição 
de benzoato ocorreu aumento na produção de eta-
nol, redução do crescimento da levedura e dos 
teores de glicerol e dos álcoois n-propílico, 
isobutílico e isoamílico. O inibidor não provo-
cou redução da viabilidade celular e após a re-
tirada do inibidor a levedura voltou a apresen-
tar crescimento. Este fato sugere a possibili-
dade do uso do benzoato em destilarias de ál-
cool combustível. 
Termos para Indexação; etanol, fermentação al-
coólica, benzoato, melaço. 
ENHANCEMENT IN ETHANOL PRODUCTION PROM CANE 
MOLASSES BY BENZOATE ADDITION 
ABSTRACT: The effect of the addition of sodium 
benzoate on alcoholic fermentation of molasses 
medium with 15% total reducing sugars was 
studied by using industrial yeast Saccharomyces 
cerevisiae M-300-A. Sodium benzoate was added 
at the rate of 7.5 miligram to 0,8 grams of dry 
yeast during 0, 2, 4 e 6 fermentative cycles. 
The addition of sodium benzoate resulted in an 
increase in ethanol production and a reduction 
of yeast growth and glycerol and n-propylic, 
isobutylic and isoamylic alcoholic contents. 
The inhibitor did not reduce cell viability; 
soon after its removal the yeast returned to 
grow. This fact suggests the possibility of 
using the benzoate in distilleries. 
Index Terms: ethanol, alcoholic fermentation, 
benzoate, molasses. 
INTRODUÇÃO 
No Brasil, o etanol é uma fonte de 
energia alternativa que tem sido usada como 
combustível para automóveis desde 1979 com 
grande sucesso. Para melhorar o rendimento da 
fermentação etanólica e por conseguinte aumen-
tar a produção de etanol, seleção e isolamento 
de leveduras que toleram altas temperaturas e 
alta concentração de açúcares tem sido feita 
(SANTOS, 1988; ERNANDES et alii, 1990). 
Também foram estudadas as caracterís-
ticas da composição das leveduras. GIUDICI et 
alli (1983) relataram que uma correlação linear 
positiva entre o teor de ácido oleico e a pro-
dutividade de etanol em 22 linhagens de 
Saccharomyces cerevisiae, enquanto que WATSON 
(1982) relatou que células enriquecidas com 
ácidos graxos insaturados produziram altas con-
centrações de etanol. NAGAR-LEGMANN & MARGALITH 
(1987) relataram que a levedura altamente fer-
mentativa não apresentou ácidos graxos poliin-
saturados como linoleico e linolênico. E também 
OHTA & HAYASHIDA (1983) verificaram que a adi-
ção de ergosterol e ácido oleico provocou au-
mento na produção de etanol durante a fermenta-
ção de "sake" além de reduzir o tempo da fer-
mentação. 
Outras possibilidades para se aumen-
tar a produção de etanol foram relatadas como 
a adição de óleos vegetais (SAIGAL & 
VISHWANATHAN, 1983), ferrocianeto (ODERINDE et 
alii, 1986), leite desnatado (PATIL et alii, 
1986) e óleo de soja (ALTERTHUM & CRUZ, 1987). 
Sendo que a adição de sais de magnésio (DOMBEK 
& INGRAM, 1986) e de cálcio (NABAIS et alii, 
1988) melhoraram a tolerância das leveduras ao 
etanol durante a fermentação alcoólica e que a 
adição de ergosterol a mosto de uva aumentou a 
fermentação do açúcar em condições anaeróbicas 
(LARUE et alii, 1980). 
Uma outra possibilidade de aumentar 
a produção de etanol é reduzir a formação de 
massa celular pelo uso de inibidores metabóli-
cos (AMIM et alii, 1984; GUTIERREZ, 1989), mas 
infelizmente ocorre perda de viabilidade celu-
lar, o que impossibilita o uso no sistema atual 
de reciclagem de fermento utilizado no Brasil 
para a produção de etanol. 
No presente trabalho um aumento sig-
nificativo na produção de etanol a partir do 
melaço é apresentado pela adição de benzoato de 
sódio sem ocorrer perda de viabilidade celular. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Levedura: foi utilizada uma linhagem industrial 
de Saccharomyces cerevisiae M-3 00-A, fornecida 
pelo Departamento de Genética da Escola Supe-
rior de Agricultura "Luiz de Queiroz" da Uni-
versidade de São Paulo. A levedura foi multi-
plicada anaerobicamente em meio de melaço com 
3% de açúcares redutores totais, pH 5.0, suple-
mentado com 150 ppm de nitrogênio amoniacal na 
forma de sulfato de amónio e 100 ppm de fósforo 
na forma de fosfato dibásico de potássio, e es-
terilizado a 121°C durante 20 minutos. A multi-
plicação foi realizada a 25 í 1°C durante 36 
horas com agitação ocasional. A levedura foi 
centrifugada e lavada com água gelada. Foram 
colocados em cada tubo de fermentação 0,8 gra-
mas de levedura com base na matéria seca. 
Meio de melaço para fermentação: melaço de 
cana-de-açúcar da Usina MB do Estado de São 
Paulo, safra 89, foi diluído até 15% de açúca-
res redutores totais, pH acertado a 4.0 com 
solução de ácido sulfúrico e esterilizado a 
121°C durante 2 0 minutos. O meio foi suplemen-
tado com 1,0 grama de sulfato de amónio e 0,55 
gramas de fosfato dibásico de potássio por 
litro. 
Ensaio de fermentação: foram realizados dois 
ensaios. No primeiro, 50 ml de meio de melaço 
com 15% de açúcares redutores totais contendo 
150 ppm de benzoato de sódio foram adicionados 
ao fermento de uma só vez. No segundo, 2 0 ml de 
uma solução de 3 75 ppm de benzoato de sódio 
foram adicionados ao fermento e em seguida fo-
ram adicionados 10 ml de meio de melaço a 21% 
de açúcares redutores totais por hora até 50 
ml. Nos dois ensaios a fermentação foi reali-
zada a 32 + 1°C em frascos cilíndricos de 150 
ml, em duplicata, e na presença do inibidor 
benzoato durante 0, 2, 4 e 6 primeiros ciclos 
de fermentação. Os frascos foram pesados de 
hora em hora para verificar a produção de gás 
carbônico e o final da fermentação. O tempo de 
fermentação foi de cerca de 8 horas nos dois 
ensaios. Após o final da fermentação, foram 
coletadas amostras para determinar a viabili-
dade celular e o meio fermentado foi centrifu-
gado sendo o sobrenadante utilizado para as 
análises de etanol, glicerol, álcoois superio-
res e açúcares redutores residuais e a levedura 
foi reutilizada durante oito ciclos fermentati-
vos. 
ANÁLISES 
Viabilidade celular: foi determinada de acordo 
com PIERCE (1970) utilizando azul de metileno 
como indicador. 
Etanol: foi determinado por densimetria segundo 
AMORIM et alii (1979). 
Glicerol: foi analisados colorimetrimente se-
gundo descrito em ZAGO et alii (1989). 
Álcoois superiores: foram identificados e quan-
tificados por cromatografia em fase gasosa (CG-
17) como descrito em GUTIERREZ (1988). 
Açúcares redutores: foram determinados pelo mé-
todo de Somogyi-Nelson adaptado por AMORIM et 
alii (1982). 
Análise estatística: foi adotado o delineamento 
inteiramente casualizado com oito repetições 
segundo GOMES (1970). 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Na Tabela 1 é apresentado o efeito da 
adição do inibidor benzoato junto com a adição 
do meio de melaço de uma única vez. Com a adi-
ção do benzoato durante os dois primeiros ci-
clos (tratamento B) já ocorreu aumento não sig-
nificativo (p > 0,05) na produção de etanol e 
redução significativa (p < 0,05) no teor de 
glicerol e no peso úmido do fermento sem ocor-
rer alteração significativa na viabilidade 

celular. Com a adição do benzoato nos quatro 
ciclos iniciais (tratamento C) e seis ciclos 
(tratamento D) ocorreram aumentos significati-
vos (p < 0,05) na produção de etanol e reduções 
significativas (p < 0,05) nos teores de glice-
rol, álcoois n-propílico, isobutílico e isoamí-
lico e no peso úmido do fermento. Em todos os 
tratamentos com adição de benzoato não ocorreu 
redução significativa (p < 0,05) na viabilidade 
celular. Comparando-se os tratamentos C e D não 
se observa aumento significativo na produção de 
etanol e redução significativa nos teores de 
glicerol e do peso úmido. 
Na Tabela 2 são apresentados os teo-
res de etanol, glicerol, álcoois n-propílico, 
isobutílico e isoamílico, o peso úmido do fer-
mento e a viabilidade celular de fermentações 
com adição inicial do inibidor benzoato e adi-
ção parcelada do meio com 10 ml por hora até 50 
ml. Com apenas duas adições do inibidor (trata-
mento B) ocorreu aumento da produção de etanol 
embora não significativa (p > 0,05), porém 
ocorreu redução significativa na formação de 
glicerol, do peso úmido do fermento e do álcool 
n-propílico sem alterar significativamente a 
viabilidade celular. Com a adição de inibidor 
nos quatro primeiros ciclos (tratamento C) 
ocorreram aumentos significativos (p < 0,05) na 
produção de etanol e redução no glicerol, peso 
úmido e nos álcoois n-propílico, isobutílico e 
isoamílico, não se observando efeitos sobre a 
viabilidade celular. 
Não se observa na Tabela 2 efeito 
benéfico significativo com o auamento do número 
de ciclos de benzoato de quatro (tratamento C) 
para seis (tratamento D ) . 
Comparando-se os dados das Tabelas 1 
e 2 observa-se uma nítida vantagem da adição 
parcelada do meio sobre a adição única tanto no 
tratamento testemunha como com inibidor. Ocor-
reu maior produção de etanol e do crescimento 
do fermento com menor formação de glicerol. 

O efeito do benzoato sobre o cresci-
mento da levedura em oito ciclos fermentativos 
pode ser visto na Figura 1. Com a adição do 
inibidor nos dois primeiros ciclos ocorreu 
redução do peso úmido do fermento e o efeito 
prolonga-se por mais dois ciclos e a partir do 
5 2 ciclo iniciou-se uma recuperação do fermento 
atingindo um máximo no 82 ciclo. Fenômeno seme-
lhante se repetiu com os tratamentos com adição 
nos 4 e 6 primeiros ciclos, demonstrando que o 
inibidor se acumula na levedura ou apresenta um 
efeito prolongado sobre o metabolismo da leve-
dura . 
A formação de glicerol é afetada pela 
adição do benzoato durante os 8 ciclos fermen-
tativos como pode ser visto na Figura 3. Ocorre 
redução de glicerol com a adição do inibidor, 
porém, retirando-se o inibidor, o teor de gli-
cerol torna a aumentar. 
Comparando-se as Figuras 1, 2 e 3 po-
de ser observado que, com a diminuição do gli-
cerol e do peso úmido ocorre maior produção de 
etanol. Em relação ao etanol (Figura 2 ) , nota-
se que mesmo após a retirada do inibidor a pro-
dução de etanol continua maior do que a teste-
munha . 
Nas Figuras 4 e 5 pode-se observar o 
efeito do benzoato sobre a produção dos álcoois 
n-propílico e isoamílico, respectivamente. 
Ocorre redução desses álcoois enquanto a pre-
sença do inibidor. Retirando-se o inibidor a 
produção aumenta e atinge valores próximos da 
testemunha. 
O benzoato é um preservativo de largo 
uso sendo mais efetivo contra leveduras do que 
bactérias, sendo a ação germicida devido à par-
te não dissociada da molécula, o que explica o 
maior poder em meio ácido (DESROSIER, 1970). No 
caso de ser utilizado nas fermentações alcoóli-
cas é uma vantagem pois após o tratamento ácido 
do fermento, o pH do início da fermentação é 
normalmente baixo. 





NORDSTROM (1966 e 1968) relatou que 
a formação de glicerol é dependente do cresci-
mento da levedura, demonstrando que 0,69 gramas 
de glicerol são formados por grama de matéria 
seca produzida pela levedura. Nas Tabelas 1 e 
2 pode-se observar uma queda do teor de glice-
rol que acompanha a redução do peso úmido do 
fermento evidenciando a relação entre glicerol 
e crescimento da levedura. A levedura reduzindo 
o crescimento e a produção de glicerol passa a 
produzir maior quantidade de etanol confirmando 
observações de GUTIERREZ (1989). 
A síntese de glicerol também está 
relacionada com a formação de ácido succínico; 
com a redução da formação desse ácido ocorre 
redução na produção de glicerol e aumento na 
produção de etanol (OURA, 1977). Os precursores 
para a síntese do ácido succínico pela via 
oxidativa são o ácido oxaloacético e acetil-
coenzima-A. A formação do ácido oxaloacético é 
realizada pela piruvato carboxilase, enzima que 
é ativada por acetil-coenzima-A (PALACIAN et 
alii, 1966; CAZZULO & STOPANI, 1968). Dessa 
forma a redução do nível de acetil-coenzima-A 
deve ser acompanhada por redução do ácido 
succínico e do glicerol. GRIFFITH et alii 
(1989) relataram que benzoato compete com 
acetato pela formação de éster de coenzima-A e 
assim reduzindo o nível de acetil-coenzima-A 
formada e portanto a atividade da piruvato 
carboxilase. Uma outra enzima inibida por 
benzoato é a tirosinase do cogumelo Agaricus 
bisporus (MENON et alii, 1990). No presente 
trabalho foi apresentado nas Tabelas 1 e 2 e na 
Figura 5, uma redução na produção de álcool 
isoamílico com a adição de benzoato. Este fato 
vem confirmar a menor formação de acetil-
coenzima-A com o uso do inibidor pois para a 
síntese de ácido alfacetoisocapróico (precursor 
da leucina e do álcool isoamílico) é necessário 
acetil-coenzima-A (LEHNINGER, 1970). Da mesma 
forma, ocorreu redução no álcool n-propílico 
(Figura 4) , provavelmente devido à menor forma-
ção do ácido oxaloacético pela piruvato carbo-
xilase e portanto, menor produção de ácido 
aspártico, que, ao lado da glicina, é um dos 
precursores da treonina e do álcool n-propí-
lico. 
A redução na produção de álcoois 
superiores pode ser uma outra vantagem com o 
uso do benzoato na fermentação alcoólica, pois 
possibiliota a obtenção de etanol de maior 
pureza, embora reduza a produção de óleo fusel. 
Outros inibidores como 2,4-dinitrofe-
nol também reduzem ácido succínico (DURO & 
SERRANO, 1981), a produção de matéria seca da 
levedura e o teor de glicerol durante a fermen-
tação alcoólica (AMIN et alii, 1985; GUTIERREZ, 
1989). Porém, nesses trabalhos também ocorreu 
diminuição da viabilidade celular das levedu-
ras, provavelmente porque o 2,4-dinitrofenol 
afeta a síntese de ATP nas células das levedu-
ras, o que não ocorre com o benzoato. Assim, 
embora a produção de etanol seja maior, o ini-
bidor 2,4-dinitrofenol não pode ser usado num 
sistema de reciclo de fermento como é usado nas 
destilarias brasileiras. 
CONCLUSÃO 
A adição de benzoato durante a fer-
mentação alcoólica provocou maior formação de 
etanol, redução do crescimento da levedura e 
menor produção de glicerol e de álcoois supe-
riores sem afetar a viabilidade celular. 
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